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摘要 : 为 表达 和 纯化 黄粉 甲 Tenebrio molitor 抗 冻 蛋白 , 采用 RT-PCR 方法 扩 增 得 到 黄粉 甲 抗 冻 蛋白 基因 afp84a 
cDNA, 将 其 连接 到 pMAL-p2X 质粒 上 , 构建 分 泌 型 融合 表达 载体 pMAL-p2X-afp84a，, 并 在 大 肠 杆 菌 Escherichia coli 
TBI 中 表达 ; 进一步 利用 Amylose 柱 亲 和 纯化 出 该 重组 蛋白 , 后 利用 细菌 抗 寒 性 检测 重组 蛋白 的 生物 活性 。 结 有 果 显 
示 : 融合 蛋白 舍 量 占 总 可 溶 蛋 白 的 40% 。SDS-PAGE 分 析 表 明 , 用 MgSO, 处 理 法 与 超声 波 细 胞 破碎 法 均 可 使 融合 和 蛋 
白 从 细胞 中 释放 ; 融合 蛋白 经 Amylose 柱 亲 和 纯化 ，Factor Xa 因子 酶 切 , 电泳 显示 获得 的 目的 蛋白 呈 单 一 条 带 。 细 
菌 抗 寒 性 检测 表明 该 重组 蛋白 具有 较 高 的 抗 冻 活性 。 黄 粉 甲 抗 冻 蛋白 基因 afp84a cDNA 的 克隆 、 原 核 表 达 为 进一步 
研究 抗 冻 蛋白 的 性 质 和 应 用 提供 了 有 用 的 实验 材料 。 
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Abstract: For the expression and purification of Tenebrio molitor antifreeze proteins, RT-PCR method was 
adopted to obtain the cDNA of antifreeze protein gene afp84a which was then cloned into prokaryotic 
plasmid pMAL-p2X and expressed in Escherichia coli TBI strain. The recombination protein was purified 
through an amylose affinity column and assayed for antifreeze activity by observing bacterial survival rate in 
the presence of purified antifreeze protein following incubation for various intervals at 0C. The results 
showed that the content of fusion protein was 40% of total dissolved proteins. SDS-PAGE analysis indicated 
that fusion protein could be released from cells treated with MgSO, or sonicate. A single band of target 
protein was acquired after the fusion protein was purified through amylose affinity column and incised by 
Factor Xa. Furthermore, the antifreeze protein AFP84a could increase the low temperature resistance of 
bacteria as shown in the biological activity analysis. The cloning and prokaryotic expression of afp$4a from 
T. molitor could provide useful experimental materials for the further study of the nature and function of 
antifreeze protein AFP84a. 
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antifreeze activity 


抗 冻 蛋白 (antifreeze protein，AFP) 通 过 非 共 价 害 ( Gilbert et al., 2004 ) 。 目 前 已 经 发 现在 鱼 类 、 尼 
吸附 抑制 机 制 吸附 到 冰 核 表面 ， 限 制 冰 品 生 长 和 抑 ” 上 忠 、 植 物 、 细 菌 和 真菌 中 均 有 其 存在 ( 钟 其 旺 和 樊 
制 冰 晶 重 结 量 ， 从 而 保护 有 机 体 免 受 结 冰 引起 的 伤 。 廷 俊 , 2002; 景 晓 红 等 , 2002) 。 近 来 , 昆虫 抗 冻 蛋 
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日 的 研究 和 应 用 引起 了 国内 外 专家 的 重视 。Amir 
等 (2003 ) 首次 报道 了 在 老鼠 的 心脏 移植 中 , 用 抗 冻 
重 日 低温 保藏 心脏 从 而 成 功 地 保护 了 心肌 结构 。 
2004 年 ,以色列 示 巴 女王 医学 中 心 的 研究 人 员 利 用 
抗 冻 和 蛋 晶 对 哺乳 动物 的 心脏 进行 低温 保存 , 不 但 延 
长 保存 时 间 ， 也 使 锅 官 移植 的 成 活 率 大 大 提高 
(Amir et al., 2004 ) 。 一 系列 研究 证 明 ，AFPs 在 低 
温 长 期 保存 各 种 细胞 、 组织 和 莫 官 ,特别 在 带 官 移 
植 中 有 很 好 的 应 用 前 景 ( 徐 振 波 等 ,2004; 谢 秀 杰 
等 ,2005 ) 。 

目前 , 限制 抗 冻 蛋白 应 用 的 主要 问题 就 是 抗 冻 
重 白 还 无 法 形成 规模 化 生产 。 刘 忠 渊 等 (2005 ) 对 
赤 娓 甲 Dendroides canadensis 抗 头 和 蛋白 基因 成 功 地 
进行 了 原核 表达 ,生物 活性 检测 表明 融合 蛋白 具有 
较 强 的 抗 冻 性 。 本 研究 主要 利用 大 肠 杆 瑚 
Escherichia coli 表达 黄粉 甲 Tenebrio molitor 抗 冻 重 
日 , 通过 优化 组 合 , 摸索 出 最 佳 的 培养 条 件 , 并 进 
一 步 纯化 与 检测 该 重 日 ,为 扩大 生产 规模 及 深入 人 人 研 
完 抗 冻 重 白 的 性 质 和 应 用 打下 了 良好 的 基础 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 
1.1.1 菌株 和 质粒 : 大 肠 杆菌 JM109 和 TBI, 质粒 
pUCm-T 和 pMAL-p2X 均 为 本 实验 室 保 存 。pMAL- 
p2X 为 分 泌 融 合 表 达 载 体 含有 载体 蛋白 麦芽 糖 结 合 
蛋白 (MBP) , 可 以 利用 MBP 对 麦芽 糖 的 亲 和 性 达 
到 用 Amylose 柱 对 融合 蛋白 的 亲 和 纯 化 。 
1.1.2 酶 及 主要 试剂 : 限制 性 内 切 酶 EcoR I 和 
Sa1T, T DNA 连接 酶 , DNA Ladder, IPTG, AgN0， 
均 购 自 Sangon 公司 ; 蛋 日 质 Marker，Amylose 亲 和 
柱 ，Factor Xa 因子 等 均 购 目 NEB 公司 ; 其 他 试剂 均 
为 国产 或 进口 分 析 纯 。 
1.2 PCR 引物 的 设计 及 目的 基因 的 扩 增 

根据 已 知 的 黄粉 甲 抗 冻 和 蛋白 基因 序列 
(GenBank 登录 号 分 别 为 AF1$9116 ，AF1S9115 ， 
AF160494) 设计 一 对 PCR 引物 : 

上 游 引 物 : S-TCGCAATTCCAATCCACTGCGT 
CTGATTGTA-3’ 

下 游 引 物 : 5'-GTGTCGACTTAATGTCCGGGAC 
ATCCTGCTTC-3 

根据 表达 载体 上 的 信息 , 在 上 游 引物 和 下 游 引 
物 分 别 加 上 EcoRI 和 Saj I 限制 性 内 切 酶 酶 切 位 点 
(由 下 划 线 标 出 ), 终止 密码 子 TAA 的 互补 碱 基 





TTA 用 黑体 字 表 示 。 根 据 大 肠 杆 菌 对 稀有 密码 子 的 
俩 好 性 ,把 上 洲 引 物 中 的 GGG 改 为 GCT( 用 阴影 标 
出 ) 。 

取 4C 冷 处 理 4 周 的 黄粉 甲 10 头 , 按照 UNIQ- 
10 柱 式 总 RNA 提取 试剂 盒 说 明 书 提取 脂肪 体 总 
RNA, 以 总 RNA 为 模板 进行 cDNA 第 一 条 链 的 合 
成 , 然后 以 cDNA 第 一 条 链 为 模板 进行 PCR 扩 增 。 
反应 条 件 为 : 94% 预 变 性 10 min; 94% 变性 60 s， 
5$9% 退火 60 s, 72% 延伸 60 s, 30 个 循环 ; 72% 延 
伸 10 min, 4% 保存 。PCR 扩 增 后 , 吸取 10 pL 进行 
电泳 (w=1.5% 琢 脂 糖 ) 以 检测 扩 增 结果 。 

把 扩 增 的 片段 回收 后 与 克隆 载体 pUCm-T 连接 
构建 融合 克隆 载体 pUCm-T-afp84a, 经 PCR( 引物 同 
上 )、 双 酶 切 和 测序 (Sangon) 等 鉴定 , 得 到 目的 
片段 。 

1.3 原核 表达 载体 PpPMAL-p2X-afp84a 的 构建 

用 限制 性 内 切 酶 EcoR I 和 Sal I 双 酶 切 克 隆重 
组 质粒 pUCm-T-afp84a, 得 到 目的 片段 与 经 同样 双 
酶 切 的 表达 载体 pMAL-p2X 连接 构建 表达 重组 载体 
pMAL-p2X-afp84a, 转化 大 肠 杆 菌 TBI， 筛 选 重组 
子 , 经 过 PCR( 引 物 同 上 ) 及 双 酶 切 等 鉴定 ,保证 目 
的 片段 的 正确 性 。 

1.4 融合 蛋白 的 收获 和 纯化 

1.4.1 从 细胞 周 质 中 收获 融合 蛋 日 : 以 1:100 的 
比例 接种 1.5 mL 含 融 合 表达 载体 菌 液 于 150 mL 的 
高 营养 培养 基 中 。 37°C 下 震荡 培养 菌 液 至 OUODao = 
0.6, 加 入 IPTG 至 0.5 mmol/L, 25 人 CC 下 震荡 培养 
6 h, 4 000 xg 离心 20 min, 收集 细胞 。 依 细胞 重量 
用 30 mmol/L Tris-HC] 、20% 府 糖 、1 mmol/L EDTA 
溶液 (pH 8. 0) 重 悬浮 细胞 ,室温 震 蓝 培 养 $ ~ 
10 min。4%C 8 000 xg 离心 20 min, 用 15 mL 冰冷 
的 5 mmol/L MgSO, 重 晤 浮 沉淀 ,在 冰 浴 中 震 萝 
10 min。4% 8 000 xg 离心 20 min， 取 适量 上 清 液 
进行 SDS-PAGE(10% 的 分 离 胶 ) 鉴 定 分 析 。 

1.4.2 用 破碎 细胞 法 收获 融合 蛋 日 : 同 1.4.1 方 
法 收集 菌 体 细胞 , 加 入 10 mL 过 柱 缓冲 液 甚 浮 菌 
体 , 在 冰 洽 上 进行 超声 波 破 雁 细 胞 (脉冲 为 1$ s 或 
更 短 ) , 4% 12 000 xg 离心 30 min,， 收 集 上 清 液 ， 
SDS-PAGE(10% 的 分 离 胶 ) 鉴 定 分 析 。 

1.4.3 融合 蛋白 的 亲 和 纯 化 : 按 Amylose 亲 和 柱 
说 明 书 将 1.4.1 与 1.4.2 收集 到 的 上 清 液 加 入 到 柱 
床 内 , 进行 亲 和 层 析 , 收集 3 ~5 管 样品 洗 脱 液 。 通 
过 紫外 光 吸 收 法 测定 并 计算 出 各 管 洗 脱 和 蛋 日 的 浓 
度 ; 最 后 用 SDS-PAGE ( 10% 的 分 离 胶 ) 检测 洗 
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脱 样 品 。 
1.4.4 Factor Xa 因子 酶 切 融 合 恒 白 : 按 Factor Xa 
因子 说 明说 进行 , 反应 结束 后 ,SDS-PACE(15% 的 
分 离 胶 ) 检测 。 
1.5 目的 蛋白 AFP84a 的 杀 和 纯化 

按 1.4.4 方 法 将 完全 酶 切 融 合 借 日 后 的 反应 液 
加 入 到 柱 床 内 , 进行 亲 和 层 析 , 用 SDS-PAGE(15% 
的 分 离 胶 ) 检 测 洗 脱 样品 , 并 用 海 波 银 染 来 显示 胶 
板 上 的 目的 重 日 条 带 。 海 波 银 染 法 如 下 : 电泳 结 
后 取 下 族 胶 , 用 双 蒸 水 洗 3 遍 , 每 次 30 s, 轻 播 ; 加 
人 0.02% Na,S,0; 适量 ， 轻 播 1 min; 用 双 燕 水 洗 3 
遍 , 每 次 30 s， 轻 播 ; 加 入 5 倍 体积 的 染色 液 
(0.2% AgNO; , 0.075% HCHO) ， 轻 摇 15 min; 用 
双 蒸 水 洗 30 s, 轻 播 ; 加 入 6 倍 体积 的 显 色 液 (6% 
Na,CO,, 0.05% HCHO, 0.004% Na,S,0;), 轻 播 1 
~3 min; 加 入 6 售 体积 的 终止 液 (5% CH,COOH ) ， 
观察 。 
1.6 AFP84a 的 细菌 抗 寒 性 能 检测 

将 新 鲜 培 养 的 含 质粒 pMAL-p2X 的 阔 液 ( ODeo 
=0.3 左右 ) 稀 释 100 万 倍 。 吸 取 300 pL 的 菌 液 在 
氮 候 青霉素 的 LB 平板 上 涂 3 个 板 作为 阳性 对 照 ， 
37C 倒 置 培养 12 h 后 进行 菌落 总 数 测定 。 分 别 加 
入 终 浓度 为 0，10, 30, 50, 70 和 90 jg/mL 的 
AFP84a( 经 过 滤 灭 销 ) ,以 不 加 AFP84a 而 只 加 入 相 
同 量 透 析 缓 冲 液 为 阴性 对 照 (每 种 浓度 和 阴性 对 照 
都 为 3 个 Eppendorf 管 ), 在 0 ~1Y 分 别处 理 24， 
48, 72, 96, 120 和 144 h。 经 处 理 后 ,立刻 分 别 吸 
取 100 kL 阔 液 在 氨 谅 青竹 素 的 LB 平板 上 进行 涂 
板 , 37 倒置 培养 12 h, 然后 进行 菌落 记 数 ( 取 平 
均值 ) 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 和 黄粉 甲 抗 冻 蛋 白 基 因 afp84a cDNA 的 RT- 
PCR 结果 

以 反 转 录 后 的 cDNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 , 电 
泳 检 测 结 有 果 如 图 1 所 示 。 根 据 黄 粉 甲 抗 冻 蛋 日 基因 
高 度 同 源 性 等 特征 设计 一 对 引物 扩 增 出 几 条 大 小 不 
同 的 片段 , 对 比 Ladder 显示 的 分 子 量 初步 判断 大 小 
为 252 bp 左右 的 目的 条 带 , 在 200 ~300 bp 之 间 回 
收 预 期 的 目的 条 带 。 进 一 步 测 序 得 到 了 目的 片段 。 
目的 片段 afp84a 保持 了 很 高 的 序列 一 致 性 
(95.86% ) ,尤其 是 与 CenBank 注册 号 为 AF159114 
的 序列 对 比 相 似 性 最 高 可 达 99.71% 。 


1 L 





RT-PCR 产物 电泳 结 
Fig. 1 Agarose electrophoresis analysis of RT-PCR products 
of the cDNA of Tenebrio molitor antifreeze protein gene afp84a 


1: RT-PCR 产物 RT-PCR product; L: 100 bp DNA Ladder. 


2.2 细胞 周 质 中 融合 蛋白 MBP-AFP84a 的 纯化 

从 图 2 我 们 可 以 看 出 目的 融合 蛋 日 在 上 清 液 中 
含量 较 高 ,同时 融合 重 蝗 也 存在 MgS0s 处 理 后 的 沉 
演 中 , 对 上 清 液 进行 过 柱 洗 脱 , 第 3 和 第 4 管 中 目 
的 融合 蛋白 含量 较 高 ,进一步 通过 波长 为 280 和 
260 nm 紫外 吸收 光 检 测 及 公式 [C (mg/mL) = 
1. 450D,s -0. 740D,6 ] 计算 各 管 洗 脱 液 的 蛋 日 浓 
度 , 可 知 第 3 管 洗 脱 液 的 重 日 浓度 最 大 (0.575 mg/ 
mL), 第 4 管 次 之 (0. 495 mg/mL)。 进 一 步 通 过 
Bandscan4.3 软件 对 电泳 图 进行 分 析 , 目的 融合 重 日 占 
总 可 溶 集 日 的 36% 。 





图 2 表达 菌 TBI 细胞 周 质 中 融合 重 日 MBP-AFP84a 的 
纯化 电泳 图 

Fig. 2 SDS-PAGE pattern of affinity chromatography of fusion 

protein MBP-AFP84a from the periplasm of expression strain TBI 


1: 未 诱导 菌 全 和 蛋白 Total proteins of bacteria; 2: 诱导 菌 全 和 蛋白 Total 
proteins of induced bacteria; 3: MgSO, 处 理 后 沉淀 The precipitation 
after treatment with MgSO, ; 4: MgSO, 处 理 后 上 清 液 The supernatant 
after treatment with MgSO, ; 5 -9; 洗 脱 融合 蛋白 第 1, 2, 3, 4, 5 管 
The eluted fusion proteins of the lst，2nd，3rd，4th and Sth tube， 
respectively; M: 蛋白质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker. 


2.3 破碎 细胞 后 融合 蛋白 MBP-AFP84a 的 纯化 
破碎 细胞 后 融合 蛋白 在 沉 演 中 也 有 少 部 分 存在 ， 

但 主要 存在 于 上 清 液 中 。 对 上 清 液 进行 洗 脱 后 通过 

重 日 质 的 紫外 吸收 方法 进行 检测 ,可知 第 3 和 4 两 
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管 洗 脱 液 蛋白 含量 较 大 , 并 且 在 图 3 中 也 得 到 了 进 
一 步 验证 。 进 一 步 通 过 Bandscan4. 3 软件 对 电文 图 
进行 分 析 , 目的 融合 重 昌 占 总 可 深重 日 的 40% 。 





图 3 ”表达 菌 TBI 细胞 质 中 融合 蛋 日 MBP-AFP84a 的 
纯化 电泳 图 
Fig. 3 SDS-PAGE pattern of affinity chromatography 
of the fusion protein MBP-AFP84a from the cytoplasmic 
of expression strain TBI 

1: 诱导 菌 全 和 蛋白 Total proteins of induced bacteria; 2: 蛋白 质 分 子 量 
标准 Protein molecular weight marker; 3: 破碎 细胞 后 的 沉 省 The 
deposition after sonicate; 4: 破碎 细胞 后 的 上 清 液 The supernatant after 
sonicate; 5 -7; 第 3, 4, 5 管 洗 脱 的 融合 蛋白 The eluted fusion 
proteins of the 3rd, 4th and 5th tube ，respectively; 箭头 示 目 的 融合 蛋 





白 The arrow indicates the target protein. 


2.4 融合 蛋白 MBP-AFP84a 纯化 后 的 酶 切 

由 图 4 可 以 看 出 , 融合 蛋 日 通过 Factor Xa 
子 酶 切 后 其 位 置 明 显 的 靠 后 , 并 且 前 端 出 现 了 分 子 
量 较 小 的 重 日 ,对照 重 日 Marker， 分 子 量 大 小 约 为 
8 kD, 与 预期 的 一 致 , 是 目的 重组 集 日 。 


M 1 2 
kD 


66 


43 





图 4 融合 蛋白 MBP-AFP84a 酶 切 电泳 银 染 图 
Fig. 4 SDS-PAGE pattern of cleavage of the fusion protein 
MBP-AFP84a (stained with silver) 
M: 和 蛋白质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1: 未 切割 完 
全 的 目的 融合 蛋白 Partially cleavaged fusion protein; 2: 洗 脱 的 目的 
融合 蛋白 Target fusion protein eluted; 箭头 示 目 的 蛋白 AFP84a The 


arrow indicates the target protein AFP84a. 
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2.5 目的 蛋白 AFP84a 的 纯化 

目的 融合 蛋白 经 Factor Xa 因子 酶 切 后 ， 进 行 
二 次 过 柱 纯化 。 用 海 波 银 染 法 进行 检测 , 由 图 $ 可 
以 看 出 二 次 过 柱 后 洗 脱 纯化 的 抗 冻 蛋 白 AFP84a 为 
单一 电泳 条 带 , 且 银 当 有 很 高 的 灵敏 度 , 说 明 表 达 
的 抗 冻 蛋 白 AFP84a 组 分 达到 很 高 的 纯度 。 





图 5 目的 蛋白 AFP84a 电泳 检测 银 染 图 
Fig. S$ SDS-PAGE pattern of cleavage 
of the target protein AFP84a 
M: 重 白 质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1: 未 切割 完 
全 的 目的 融合 蛋白 Partially cleavaged fusion protein; 2: 洗 脱 的 目的 
融合 蛋白 Target fusion protein; 入 头 示 目的 蛋白 AFP84a The arrow 
indicates the target protein AFP84a. 


2.6 AFP84a 的 细菌 抗 寒 性 能 检测 

从 图 6 可 以 看 出 : 实验 组 与 对 照 组 具有 明显 的 
差别 , 抗 冻 蛋白 具有 一 定 的 抗 冻 活性 。 实 验 组 细菌 
在 0 冷冻 处 理 72 h 后 , 存活 的 菌落 数 稍 有 上 升 ， 
推测 细 姑 在 抗 冻 重 白 的 保护 下 又 进行 了 繁殖 ， 对 应 
于 没 加 抗 冻 蛋白 的 对 照 组 , 0 冷冻 处 理 24 h 后 存 
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0 24 48 72 96 120 144 
冷 处 理 时间 Treatment time (h) 
图 6 重组 蛋白 AFP84a 细菌 的 抗 寒 性 能 
Fig. 6 Effects of recombination protein AFP84a 


on the low temperature resistance of bacteria 
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活 细菌 数 明 显 减 少 , 而 120 h 后 未 见 有 菌落 出 现 ; 
不 同 终 浓度 的 抗 冻 重 日 之 间 的 抗 冻 活 性 没有 明显 的 
差别 。 


3 讨论 


黄粉 甲 抗 冻 蛋 日 的 表达 受 时 序 和 环境 双重 调 
控 。 末 龄 幼虫 抗 冻 蛋 晶 及 其 mRNA 的 含量 都 很 丰 
富 ; 同时 , 低温 、 缺 水 或 饥 钱 等 逆境 都 能 诱导 抗 冻 
和 蛋 日 基因 的 转录 和 表达 (Graham et al., 2000)。 通 
过 对 末 龄 幼虫 4 周 的 低温 诱导 , 提取 到 了 抗 冻 和 蛋 日 
mRNA 含量 丰富 的 总 RNA，, 从 而 保证 了 反 转 录 PCR 
的 成 功 , 进而 为 目的 cDNA 厂 段 的 克隆 和 表达 葛 定 
了 基础 。 

由 于 融合 和 蛋 日 易于 纯化 和 进行 检测 ,因而 在 大 
肠 杆 亢 中 表达 外 源 和 蛋白 时 , 最 常用 的 方法 是 采用 融 
合 表达 的 方式 。 近 年 来 ,研究 者 们 对 于 昆虫 抗 冻 和 蛋 
白 的 表达 是 使 融合 恒 日 表达 多 集中 于 细胞 质 中 ， 而 
融合 重 日 表达 于 细胞 周 质 中 的 几乎 未 见报 道 。 本 研 
完 采 用 分 泌 融 合 表达 的 方式 , 使 目的 基因 片段 克隆 
在 分 泌 融 合 表 达 载 体 pPMAL-P2X 上 , 该 载体 MBP 
的 信号 肽 可 引导 融合 重 日 穿 过 胞 质 膜 进 入 周 质 , 周 
质 是 还 原状 态 , 有 利于 二 硫 键 的 形成 , 因此 有 利于 
富 售 二 硫 键 的 目的 蛋 日 保持 天 然 的 活性 , 后 续 结 果 
也 印证 了 本 研究 成 功 地 表达 了 具有 活性 的 抗 冻 
和 集 日 。 

在 进行 目的 集 日 纯化 过 程 中 , 采用 MgSO0, 溶解 
法 与 细胞 破碎 法 均 可 使 融合 恒 白 从 细胞 中 释放 , 前 
者 在 最 优 的 MgSOs 浓度 作用 下 , 有 一 部 分 融合 重 日 
仍 存 在 于 沉淀 中 (图 2), 沉淀 中 存在 的 融合 蛋白 ， 
推测 可 能 是 在 用 MgS0, 处 理 细 胞 时 一 部 分 融合 有恒 
日 没有 溶出 的 缘故 。 当 破碎 细胞 纯化 目的 蛋白 时 ， 
沉 演 中 同样 存在 较 少量 的 目的 和 蛋白 (图 3), 推测 沉 
省 中 的 少许 融合 恒 日 与 细胞 雁 上 族 相 结合 , 但 上 清洲 
中 目的 蛋 日 的 量 (40% ) 较 用 MgS$0O, 处 理 后 上 清 中 
(36% ) 的 量 大 。 对 比 两 种 纯化 途径 来 说 , 细胞 破碎 
法 获得 的 融合 蛋白 的 量 较 大 , 而 用 MgS0, 溶解 法 获 
得 目的 重 日 其 过 程 简 单 ,操作 方便 更 有 利于 规模 的 
扩大 化 和 工业 化 应 用 。 

分 子 量 比较 小 的 和 集 日 质 在 SDS-PAGE 后 用 考 马 
斯 亮 蓝 染色 时 , 不 能 被 酸 或 醇 固 定 ， 还 会 从 凝 胶 中 
洗 脱 下 来 。 呐 粉 甲 抗 冻 重 日 分 子 量 比较 小 , 结构 比 
较 特 殊 , 可 能 还 有 不 同 程度 的 糖 基 化 ,利用 SDS- 
PAGE 检测 目的 蛋白 时 ,， 用 考 马 斯 亮 蓝 染色 很 难得 


到 黄粉 甲 抗 冻 重 日 的 条 融 ( 资 料 未 显示 ) 。Liou 等 
〈2000) 在 大 肠 杆 菌 中 表达 一 种 84 个 氨基 酸 的 黄粉 
甲 抗 冻 和 蛋 昌 时 , 是 通过 检测 目的 蛋 日 的 热浪 活性 来 
跟踪 目的 蛋 日 的 。 刘 上 忠 渊 等 (2005 ) 在 大 肠 杆菌 中 
以 融合 重 日 形式 表达 赤 翅 甲 抗 冻 和 蛋 日 获得 成 功 , 结 
条 纯化 得 到 具有 一 定 生物 活性 的 融合 重 晶 。 通 过 反 
复 实 验 , 我 们 最 终 用 银 染 方法 检测 到 了 单一 的 重组 
抗 冻 重 白 电泳 条 带 , 纯化 出 了 理想 的 目的 和 蛋白。 

在 检测 细菌 抗 宕 性 实验 时 , 前 先 检测 目的 重 日 
的 活性 , 实验 组 与 对 照 组 具有 明显 的 差别 (图 6)， 
而 不 同 终 浓 度 抗 冻 蛋 日 之 间 的 抗 冻 活性 没有 明显 的 
差别 , 推测 抗 冻 蛋 日 的 抗 冻 活 性 可 能 是 浓度 非 依赖 
性 的 , 其 确切 原因 有 竺 于 进一步 研究 。 作 为 对 比 ， 
我 们 又 检测 了 融合 恒 白 的 活性 ,实验 组 与 对 照 组 也 
具有 明显 的 差异 ,显示 融合 恒 日 同样 具有 细 霄 抗 寒 
性 能 , 这 与 刘 忠 渊 等 (2005)、 赵 干 等 (2005 ) 的 结 
相 一 致 , 也 暗示 融合 蛋白 中 融合 的 载体 重 白 没有 影 
啊 到 目的 重 蝗 的 结构 和 功能 。 实 验 组 中 目的 重 曰 的 
浓度 都 是 10“ 级 , 印证 了 昆虫 抗 冻 蛋 白 具 有 较 强 的 
抗 冻 活 性 。 由 于 在 该 方法 测定 抗 冻 蛋 日 活性 过 程 中 
存在 很 多 影响 因素 ,因而 其 结果 存在 一 定 的 误差 ， 
而 直接 精确 反映 抗 冻 重 蝗 活 性 的 热 清 值 有 待 于 进 一 
步 测定 。 
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